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Resumen 
El objetivo del trabajo es preparar mezclas compuestas por una proteína, en este caso 
colágeno tipo I, y un polímero conductor, poli[2,2’-(3-metil-acetato)tiofeno] (P3TMA), un 
derivado soluble de politiofeno.  
Para ello se ensayan diferentes metodologías para la preparación de las películas, tales 
como drop-casting y spin-coating. La proporción de proteína en las mezclas de 
colágeno/P3TMA es baja, variando entre el 5% y el 0,5% dependiendo de la técnica de 
preparación empleada, debido a la escasa compatibilidad entre las energías superficiales de 
los dos componentes.  
La incorporación de colágeno en la matriz polimérica se ha estudiado mediante 
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X. Aunque la morfología y la topología 
de las películas de P3TMA no sufren cambios significativos en la incorporación de colágeno, 
la proteína afecta claramente a la distribución de polarones en las cadenas del polímero 
electroactivo que se reorganizan después de que este se reduzca. 
Estudios mediante voltametría cíclica han reflejado que las propiedades electroquímicas, 
tales como la estabilidad electroquímica y la capacitancia específica del polímero 
electroactivo, no se han visto alteradas por la incorporación de colágeno, lo que representa 
una ventaja importante para posibles aplicaciones en biolelectrónica. Además, la mojabilidad 
del polímero aumenta considerablemente sobre la incorporación de colágeno debido a la 
elevada hidrofilicidad de esta proteína.  
Los ensayos de adhesión y proliferación celular indican que tanto el P3TMA y el 
colágeno/P3TMA se comportan como matrices bioactivas, siendo la mezcla preparada por 
spin-coating la que exhibe mayor viabilidad celular.  
Finalmente, los estudios electroquímicos de películas cubiertas con monocapas celulares 
indican que la mezcla de colágeno/P3TMA es electrocompatible con células. 
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1. Glosario 
3TAA: Ácido 3-tiofeno  
3TMA: 3-metil-acetetato de tiofeno  
AFM: Microscopio de fuerza atómica (Atomic Force Microscopy) 
LEA: Pérdida de electroactividad (Loss of Electroactivity) 
MTT: [3 - (4,5 - dimetiltiazol-2 - il) -2,5-difeniltetrazolio de bromuro] 
P3TMA: Poli[2,2’-(3-metil-acetato) de tiofeno] 
PAni: Polianilina 
PBS: Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 
PE: Polímero electroactivo 
PE44: Poli(succinato de tetrametileno) 
PEDOT: Poli(3,4 – etilendioxitiofeno) 
PPy: Polipirrol 
PT: Politiofeno 
PVF: Poli(fluoruro de vinilideno) 
SC: Capacitancia especifica (Specific Capacitance) 
SEM: Microscopio electrónico de barrido (Scanning Electron Microscope) 
TCPS: Placas de poliestireno de cultivo celular (Tissue Culture Polystirene) 
TFA: Ácido Trifluoroacético  
TPU: Poliuretano termoplástico 
VC: Voltametría cíclica 
XPS: Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos-X (X-ray Photoelectron 
Spectroscopy) 
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Símbolos 
V: Ventana de potencial [V]  
E0: Potencial normal o estándar [V] 
j: Densidad de corriente eléctrica [mA·cm-2] 
m: masa de polímero [g] 
Mn: Peso molecular promedio en número [g·mol-1] 
Mw: Peso molecular promedio en peso [g·mol-1] 
Q: Carga voltamperométrica [C] 
Rq: Rugosidad (Media aritmética de las desviaciones del perfil) 
 
En esta memoria se emplean acrónimos del nombre en inglés y anglicismos como spin-
coating, drop-casting o composite. Se considera que de esta forma resulta más fácil su 
entendimiento ya que son ampliamente usados en el ámbito de este trabajo. 
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2. Prefacio 
2.1. Origen del proyecto 
El trabajo presentado se enmarca en el proyecto MAT2012-36205 y se ajusta a uno de sus 
principales objetivos: la obtención de películas de grosor micro y nanométrico basadas en 
polímeros electroactivos con aplicaciones en ingeniería de tejidos. Dentro de este contexto, 
en los últimos dos años, el grupo IMEM ha preparado películas flexibles y robustas 
combinando poli[2,2’-(3-metil-acetato)tiofeno] (P3TMA) con diferentes polímeros aislantes 
(por ejemplo, poliésteres y poliuretanos termoplásticos). Estos últimos componentes se 
eligieron fundamentalmente para aportar integridad mecánica y biodegradabilidad a las 
películas.  
Ensayos de adhesión y proliferación celular, empleando hasta cuatro líneas celulares 
diferentes, demostraron una excelente capacidad para que estas películas puedan 
emplearse como matrices celulares, es decir, como posibles sustratos bioactivos para la 
regeneración de tejidos.  
En este trabajo se explora por primera vez la combinación de P3TMA con un biopolímero en 
vez de con polímeros aislantes sintéticos. El objetivo de esta nueva combinación es 
optimizar la bioactividad y biodegradabilidad de las películas sin perder integridad mecánica. 
 
2.2. Motivación 
La motivación del proyecto se sustenta en la necesidad de sustituir los polímeros aislantes 
empleados hasta el momento para mejorar la integridad mecánica, biodegradabilidad y 
bioactividad del P3TMA por biopolímeros naturales que permitan magnificar estas tres 
funciones. En este sentido la elección de colágeno se basa en las siguientes características: 
(1) El colágeno es una proteína estructural, componente fundamental de huesos, 
dientes y tendones, por lo que se espera que aporte integridad mecánica al P3TMA 
y mejore su bioactividad de forma significativa. 
 
(2) Su naturaleza proteica hace que sea susceptible de ser atacada por las proteasas, 
facilitando la biodegradabilidad de los soportes de P3TMA. 
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3. Objetivos del proyecto 
El objetivo general del proyecto es desarrollar una membrana electroactiva para 
aplicaciones relacionadas con la ingeniería de tejidos con mejores propiedades que las 
obtenidas hasta el momento a partir de composites de P3TMA y polímero aislante. Para ello 
se ha considerado el colágeno, una proteína estructural que puede aportar integridad 
estructural al P3TMA, a la vez que es más biocompatible y biodegradable que los polímeros 
sintéticos examinados hasta el momento (es decir, poliésteres y poliuretanos 
termoplásticos).  
Es importante destacar que este es un proyecto exploratorio, ya que los antecedentes de 
mezclas y composites formados por polímero conductor y colágeno son muy escasos. En 
consecuencia, es difícil a priori conocer cuál va a ser la compatibilidad entre el P3TMA y el 
colágeno. Sin embargo, la solubilidad del P3TMA en un amplio rango de disolventes y los 
grupos carboxilato de los sustituyentes sugieren que la miscibilidad entre ambos 
componentes será, cuanto menos, parcial.   
Los objetivos específicos del proyecto son:  
 Preparación de plataformas en dos dimensiones de colágeno/P3TMA en forma de 
películas.  
 
 Caracterización de la estructura química y propiedades de las plataformas preparadas. 
 
 Evaluación preliminar de la utilidad de estas plataformas en ingeniería de tejidos 
mediante ensayos de adhesión y proliferación celular.  
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4. Introducción 
4.1. Polímeros conductores 
4.1.1. Breve introducción histórica 
Tradicionalmente, los polímeros han sido considerados y aplicados como materiales 
aislantes. De hecho, no hace tanto, cualquier conducción eléctrica en polímeros era 
generalmente considerada como un fenómeno indeseable. Sin embargo, la aparición de los 
polímeros conductores se ha traducido en un cambio abriendo abierto nuevas perspectivas 
[1]. 
Las primeras notas históricas datan de 1862, cuando Henry Letheby preparó por oxidación 
anódica de anilina en ácido sulfúrico un material parcialmente conductor, el cual 
probablemente fuera polianinlina, y que fue nombrado como “anilina negra” [1-3]. En 1958, 
Natta sintetizó poliacetileno por burbujeo de acetileno gaseoso a través de una solución de 
catalizador de titanio/trialquilaluminio, obteniendo un polvo negro semicristalino de estructura 
regular completamente insoluble e inestable en presencia de luz y aire [3-4]. 
Sin embargo, uno de los hechos históricos que jugó un papel importante en el avance de los 
polímeros conductores se produjo en la década de los 70. Tres científicos, Alan J. Heeger, 
Alan G. MacDiarmid y Hideki Shirakawa descubrieron que el poliacetileno dopado con yodo 
exhibía conductividad eléctrica muchos órdenes de magnitud mayor que el poliacetileno 
neutro. Este trabajo marcó el descubrimiento y desarrollo de los polímeros conductores, 
recibiendo por ello el Premio Nobel de Química en el año 2000 [1], [5]. Sin duda, la 
preparación de poliacetileno por Shirakawa y colaboradores y el descubrimiento del gran 
aumento de su conductividad después de su dopado por el grupo liderado por MacDiarmid y 
Heeger supuso el inicio de un nuevo campo de investigación en el ámbito de los polímeros 
[1].  
Otros polímeros conductores se estudiaron ampliamente en la década de los 80, polipirrol, 
politiofeno (y varios derivados de éste), polifenilenvinileno y polianinlina. Aunque el 
poliacetileno sigue siendo el polímero conductor más cristalino, su interés comercial es 
relativamente escaso. Esto es debido a que se oxida fácilmente por acción del oxígeno del 
aire y, además, es sensible a la humedad. Al contrario, el polipirrol y el politiofeno se pueden 
obtener mediante síntesis directa en su forma dopada y son muy estables al medio 
ambiente [3].  
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4.1.2. El origen de la conductividad eléctrica 
La conductividad es una medida de la capacidad que tiene un material para conducir la 
corriente eléctrica. La conductividad depende de la concentración de portadores de carga y 
la rapidez con la que se pueden moverse por el material [3], [6].  
Los polímeros conductores están formados por cadenas orgánicas con enlaces simples y 
dobles alternados a lo largo de una cadena (Figura 1). Ambos enlaces contienen un enlace 
σ y, además, los enlaces dobles poseen un enlace π. Los orbitales p en los enlaces π se 
solapan entre sí formando una nube de electrones que está deslocalizada entre un grupo de 
átomos, lo cual facilita la movilidad de la carga a lo largo tanto de la cadena principal del 
polímero como de las cadenas adyacentes [6-7]. 
 
 
Figura 1. Esquema de una cadena con enlaces simples y dobles alternados [7]. 
La clave final de la conductividad está en el dopante. Antes del dopado, la presencia de 
enlaces conjugados no es suficiente, ya la conductividad a temperatura ambiente es tan solo 
del orden de 10-8 S/cm. Con el dopado la conductividad aumenta varios órdenes de 
magnitud, llegando a valores de conductores metálicos (1 a 104  S/cm). El dopado es un 
proceso de oxidación (p-dopado, eliminación de electrones) o reducción (n-dopado, adición 
de electrones) de un polímero neutro. El dopante incorpora portadores de carga 
negativa/positiva al sistema mediante la adición/eliminación de electrones en la cadena de 
polímero, lo cual da lugar a una reorganización electrónica que resulta en la formación de 
polarones (es decir, radicales iónicos) o bipolarones (es decir, dicationes o dianiones) 
(Figura 2).  
En el caso de los polímeros conductores, el proceso de dopado se produce habitualmente 
durante la síntesis del material. No obstante, resulta relativamente fácil cambiar el grado de 
oxidación sustituyendo el dopante a posteriori. La naturaleza del dopante y la cantidad 
utilizada puede influir en la conductividad del polímero, en las propiedades físicas o en las 
características de la topografía de la superficie  [6-9].  
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Figura 2. Explicación simplificada sobre la conductividad de polímeros conductores: (A) El dopante 
elimina o añade electrones; (B) Creación de cargas deslocalizadas; (C) Recolocación de los 
electrones en forma de polarones; (D) Los polarones viajan a lo largo de la cadena dando lugar a la 
conductividad [7]. 
 
4.1.3. Síntesis de polímeros conductores 
La síntesis de polímeros conductores puede llevarse a cabo por diferentes técnicas. Las 
más utilizadas involucran reacciones de oxidación por métodos químicos o electroquímicos. 
Los primeros polímeros conductores fueron sintetizados por vía química, si bien desde su  
descubrimiento la eletropolimerización, ha desplazado a la síntesis química. Hoy en día la 
mayoría de polímeros son sintetizados mediante polimerización anódica. 
 
Polimerización química 
Los métodos químicos principalmente incluyen la polimerización por condensación o la 
polimerización por adición. La polimerización por condensación es un crecimiento en etapas 
y da lugar a la pérdida de moléculas pequeñas, mientras que la polimerización por adición 
es una técnica donde las moléculas de monómero se suman una a una a la cadena 
creciente de polímero. La síntesis química, además de proporcionar diferentes rutas de 
obtención, permite realizar producciones a escala industrial, lo cual resulta imposible 
mediante síntesis electroquímica [6], [10]. 
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Polimerización electroquímica 
La síntesis electroquímica de polímeros conductores es un procedimiento relativamente 
sencillo. La polimerización se lleva a cabo usando una configuración de tres electrodos 
(trabajo, contra-electrodo, y referencia), que se introducen en una solución de monómero, 
con el disolvente apropiado, y el electrolito (dopante) (Figura 3). 
La corriente pasa a través de la solución y la electrodeposición se produce en el electrodo 
de trabajo con carga positiva o ánodo. El monómero en la superficie del electrodo de trabajo 
se somete a oxidación para formar cationes radicales que reaccionan con otros monómeros 
u otros cationes radicales, que forman cadenas de polímeros insolubles en la superficie del 
electrodo. Esta metodología requiere considerar una serie de variables importantes tales 
como el tiempo de deposición, la temperatura, el disolvente, el electrolito, el sistema de 
electrodos y la carga de deposición. Cada uno de estos parámetros tiene un efecto sobre la 
morfología y las propiedades del material resultante, afectando directamente a su utilidad 
para las diferentes aplicaciones [6].  
 
 
Figura 3. Síntesis electroquímica: electrodo de referencia, electrodo de trabajo (donde ocurre la 
polimerización) y contra-electrodo, sumergidos en la solución de monómero y electrolito [6]. 
 
La diferencia más significativa entre la síntesis de polímeros conductores química y 
electroquímica es la capacidad de esta última para obtener películas muy delgadas, del 
orden de 20 nm, lo cual resulta prácticamente imposible mediante polimerización química. 
La síntesis electroquímica es más simple y el dopado se puede realizar simultáneamente, 
aunque la post-modificación del polímero es más difícil. Aunque en principio todos los 
polímeros conductores pueden ser sintetizados mediante ambas técnicas, desde un punto 
de vista práctico la electroquímica viene limitada por el potencial en el que se oxida el 
monómero para formar iones radicales intermedios reactivos [6], [10].  
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4.1.4. Politiofenos 
Los politiofenos (PTs) representan una clase importante de polímeros conjugados por 
versatilidad y estabilidad. Así, estos materiales se emplean habitualmente en 
microelectrónica, LEDs, transistores de efecto campo, sensores, dispositivos 
electrocrómicos y electromecánicos, etc. Debido a sus excelentes propiedades 
electroquímicas y eléctricas [11-13].   
El PT se forma a partir de la unión covalente de monómeros de tiofeno, los cuales se 
caracterizan por ser heterocíclicos de cinco miembros con el azufre como heteroátomo 
(Figura 4). En la década de los 80 se obtienen los primeros informes sobre el PT. Waltman 
et al. realizaron estudios electroquímicos de películas de PT [14]. Mo et al. usaron difracción 
de rayos-X para determinar la cristalinidad y estructura de éste material [15]. En estado 
nativo, el PT es un material insoluble difícilmente procesable. Se puede sintetizar mediante 
polimerización química o electroquímica. En particular, los derivados con sustituyentes en la 
posición tres del tiofeno son especialmente importantes porque, en muchos casos, superan 
algunos de los problemas de solubilidad y procesabilidad asociados al PT. Estos derivados 
en estado neutro acostumbran a sufrir cambios en la estructura molecular y/o electrónica 
cuando son expuestos a la luz, calor o campos eléctricos, que dan lugar a procesos 
reversibles como termocromismo, electrocromismo o ionocronismo.  Por lo tanto, la 
incorporación de sustituyentes de naturaleza alquílica permiten incrementar la solubilidad del 
material en disolventes orgánicos, mientras que los sustituyentes hidrofílicos producen 
derivados de PT solubles en agua o disolventes polares [12], [16]. McCulloug et al. [16], 
demostraron que los PTs sustituidos con ácido propionico en la posición 3 del anillo del 
tiofeno son solubles en agua y, además, pueden cambiar de purpura a amarillo 
incrementando la cantidad de NH4OH en disolución acuosa. 
El derivado de tiofeno estudiado en este trabajo es el  P3TMA (Figura 4), obtenido a partir 
del 3-tiofeno metil acetato (T3MA) mediante polimerización química por acoplamiento 
químico oxidativo (ver sección 5.2) [12].  
 
 
Figura 4. Politiofeno y poli[2,2’-(3-metil-acetato) tiofeno]. 
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4.1.5. Aplicaciones de los polímeros conductores 
Los polímeros conductores tienen propiedades ópticas y eléctricas similares a la de los 
metales y semiconductores inorgánicos, pero también presentan propiedades atractivas 
desde el punto de vista de los polímeros convencionales, como son la facilidad de síntesis y 
procesamiento. Esta combinación hace que existan una amplia gama de aplicaciones: 
almacenamiento de energía, electrocatálisis, electroquímica orgánica, bioelectroquímica, 
fotoelectroquímica, electroanálisis, sensores, pantallas electrocrómicas, tecnologías de 
microsistemas, dispositivos electrónicos, detección de microondas, protección contra la 
corrosión, etc.  
La aplicación de estos polímeros al ámbito biotecnológico se inició recientemente a través 
del descubrimiento de su capacidad de interaccionar con muchas moléculas biológicas. 
Además, muchos polímeros conductores presentan una serie de ventajas importantes como 
son la biocompatibilidad y la capacidad de transferencia de carga a partir de una reacción 
bioquímica. Estas características les hacen útiles en aplicaciones como biosensores, 
ingeniería de tejidos, sistemas de liberación de fármacos, plataformas biológicamente 
activas, etc [1], [6]. 
Por ejemplo, los polímeros conductores se han utilizado como biosensores en la detección 
de urea por ureasas. Entre los productos que se generan en esta reacción enzimática está 
el NH3, que interacciona con el polipirrol (PPy) para producir una señal eléctrica. Esta señal 
podría ser producto de un cambio de pH y, en consecuencia, se induce la movilidad de 
iones en la matriz del polímero provocada por un equilibrio entre el dopante y los iones libres 
en la solución. Un aspecto clave a tener en cuenta es la integración del componente 
electrónico (es decir, el polímero conductor) y los componentes de reconocimiento biológico 
[6]. 
 
4.2. Colágeno 
El colágeno es una proteína que posee diferentes niveles de orden estructural: primario, 
secundario, terciario y cuaternario. Es la proteína más abundante en el reino animal, 
componente principal en la matriz extracelular y en los tejidos conectivos.  
 
Existen al menos 28 tipos de colágeno, aproximadamente, entre el 80-90% del colágeno en 
el cuerpo se compone de los tipos I, II, III. El colágeno tipo I es el colágeno más abundante y 
estudiado. Forma más del 90% de la masa orgánica del hueso y es uno de los componentes 
principales de tendones, piel, ligamentos, córnea, y muchos tejidos conectivos.  
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La unidad estructural de colágeno consiste básicamente en tres cadenas polipeptídicas 
dispuestas en una conformación de triple hélice. Todos los tipos de colágeno forman estas 
estructuras supramoleculares en la matriz extracelular, aunque su tamaño, función y 
distribución en los tejidos varían entre sí. La triple hélice del colágeno surge como 
consecuencia de las interacciones entre los tres aminoácidos que componen las cadenas 
polipeptídicas: glicina, prolina e hidroxiprolina. Estos forman motivos de repetición 
característicos: Gly-Pro-X o Gly-Hyp-X, donde X puede ser cualquier aminoácido.  
Cada aminoácido tiene una función precisa. En el caso de la glicina, el átomo de hidrógeno, 
es el único que puede caber en el centro lleno de una hélice formada a partir del 
ensamblado de tres cadenas. El enlace peptídico (-NH) de un residuo de glicina interacciona 
por puente de hidrógeno con el grupo carbonilo (C═O) de un polipéptido adyacente,  
estabilizando la estructura formada por las tres cadenas. El ángulo fijo (C-N) de la prolina o 
hidroxiprolina permite a cada cadena de polipéptido flexionarse para adaptar la 
conformación helicoidal (Figura 5) [17-20].  
 
Figura 5. Estructura molecular del colágeno. A la izquierda se muestran las fuerzas de Van der Waals 
que existen entre las moléculas. La región ampliada de la derecha muestra un segmento de la triple 
hélice, en línea discontinua los puentes de hidrógeno entre N-H(Gly) y O=C(Pro) [21-22]. 
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Principalmente, el colágeno se aísla a partir de tejidos animales, aunque existen alternativas 
al origen animal ya que puede ser producido por tecnologías recombinantes (aunque 
todavía presentan un alto coste). Además, el colágeno es difícil de procesar y la 
degradación es muy difícil de controlar. 
El colágeno es considerado por muchos como una plataforma o matriz ideal en ingeniería de 
tejidos, ya que es el principal componente proteico de la matriz extracelular y por su 
prestación de apoyo a diferentes tejidos conectivos. Se define por su alta resistencia 
mecánica, estabilidad térmica, biocompatibilidad, baja antigenicidad, biodregadabilidad, 
capacidad para participar en interacciones específicas, etc. Esto hace que se emplee en la 
fabricación de plataformas diseñadas para promover la diferenciación y proliferación celular 
[23-24].  
4.3. Composites: Proteína-Polímero 
La interacción de polímeros conductores con biomoléculas (por ejemplo, aminoácidos, 
proteínas, enzimas) y organismos vivos (por ejemplo, células) tienen propiedades 
interesantes para aplicaciones biomédicas en los casos que se requiera un cierto nivel de 
conductividad eléctrica o actividad electroquímica. Desde un punto de vista práctico, la 
integración de polímeros conductores con biosistemas ha sido útil para el desarrollo de 
aplicaciones tales como implantes para ingeniería de tejidos, regeneración de nervios, 
actuadores mecánicos (músculos artificiales), etc [25-26]. 
La combinación de colágeno con polímeros sintéticos es, en general, un buen enfoque para 
la fabricación de composites usados como plataformas para ingeniería de tejidos [27-33]. 
Por lo tanto, el colágeno mejoraría la actividad biológica de los polímeros sintéticos debido a 
su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad. A pesar de ello, existe poca información 
sobre la aplicación de colágeno junto con polímeros electroactivos (PEs) en la ingeniería de 
tejidos [34-39]. Esta limitación debe ser atribuida a los graves problemas de solubilidad y 
capacidad de procesamiento normalmente mostrado por los PEs, que se traduce en una 
falta de métodos viables para la preparación de los híbridos requeridos con colágeno. 
Li et al. [34] prepararon composites híbridos de colágeno y PPy por polimerización del PE en 
una solución acuosa de colágeno. Desafortunadamente, el PPy precipitó en la solución 
separándose del colágeno, lo cual fue atribuido a la incompatibilidad entre las energías 
superficiales de los dos componentes.  
Yow et al. [35] reportaron la fabricación de complejos interficiales mediante fibras de 
colágeno y PPy. En este sistema, las fibras de colágeno se ubicaron en la superficie para 
promover la adhesión celular mientras que el PPy se encapsuló dentro de la fibra para 
mejorar la comunicación eléctrica entre el sustrato y las células. 
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El PPy también se combinó con colágeno para fabricar plataformas electroactivas 
modeladas por impresión por inyección [36]. Más específicamente, líneas 
microestructuradas de PPy se inyectaron por impresión en películas de poliarilato, 
añadiéndose posteriormente sobre ellas un chorro de colágeno para combinar el control del 
espacio y la estimulación eléctrica de las células en un área de micro-escala.  
Kim et al. [37] dispersaron nanofibras de polianilina (PAni) en una matriz de colágeno. 
Posteriormente, cultivaron células del músculo esquelético porcino en las películas de PAni-
nanofibras/colágeno, lo cual sirvió para reflejar la capacidad de este composite híbrido para 
ayudar al crecimiento celular.  
Otros compuestos biocompatibles se prepararon mediante la combinación de poli(3,4–
etilendioxitiofeno) (PEDOT) con gelatina, un derivado de la matriz extracelular de colágeno, 
a través de una polimerización en fase vapor [38]. Se encontró que el composite formado 
por PEDOT/gelatina ayudaba a la adhesión y crecimiento de células endoteliales capilares 
de cerebro bovino.  
Por otro lado, Ateh et al. [39] y Xiao et al. [26] reportaron la preparación de híbridos de 
colágeno/PPy y colágeno/PEDOT, respectivamente, a través de polimerización 
electroquímica. El colágeno/PPy formó películas delgadas de dos dimensiones, como 
consecuencia de lo cual se excluyó la aplicabilidad de este híbrido como plataforma [39] (se 
ha demostrado superioridad en plataformas en 3 dimensiones con respecto a las de dos 
dimensiones [40]), mientras que el composite PEDOT/colágeno mostró mayor capacidad 
que la del PE sin colágeno para promover la adhesión celular (de feocrocitoma de rata) [26]. 
A pesar de los prometedores resultados derivados de este tipo de estudios, no se ha 
descrito todavía ningún intento para fabricar un composite híbrido mediante la combinación 
de P3TMA con una proteína estructural. La ventaja del P3TMA con respecto a otros 
derivados de PT es su solubilidad en una amplia variedad de disolventes y su fácil 
procesabilidad. No obstante, en los últimos años se ha combinado el P3TMA con polímeros 
aislantes convencionales para fabricar plataformas dirigidas hacia aplicaciones en ingeniería 
de tejidos. En particular, se desarrollaron nanomembranas ultra-delgadas por spin-coating 
preparando soluciones combinadas de  P3TMA y poli(succinato de tetrametileno) (PE44) 
[41-42], un poliéster biodegradable, o poliuretano termoplástico (TPU) [43-44] una clase de 
plástico de poliuretano con biodegradabilidad probada. Además, el P3TMA se mezcló con 
poli(fluoruro de vinilideno) (PVF) para aplicaciones en electrónica [45].  
Por lo tanto, se espera que, en principio, las películas híbridas de colágeno/P3TMA 
muestren un mejor comportamiento como plataformas bioactivas que el colágeno/PE no 
soluble y composites de polímero aislante/PE.  
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5. Materiales y métodos 
5.1. Materiales 
Los materiales mostrados a continuación corresponden a los empleados en la síntesis del 
P3TMA y preparación de los composites. 
El monómero ácido acético 3-tiofeno (3TAA) (98,0%) se adquirió de Fluka (Polonia). Cloruro 
de hierro anhidro (97,0%), metanol seco (99,5%), cloroformo (99,9%), ácido acético (96%) y 
ácido trifluoroacético (TFA) se adquirieron en Panreac Química S.L.U. (España) y se usaron 
tal y como se recibieron. El colágeno tipo I a partir de piel de ternera (0,1%, 1 mg·mL-1, en 
ácido acético 0,1 M) se compró en Sigma-Aldrich (España). 
 
5.2. Síntesis de P3TMA 
El derivado de politiofeno, P3TMA, se preparó en dos pasos por polimerización química 
oxidativa [16].   
En primer lugar, se obtuvo el (3-metil acetetato) tiofeno (3TMA) por reflujo de 3TAA, que es 
el monómero de partida, en metanol seco durante 24 horas y a 90ºC. A continuación, el 
monómero protegido, 3TMA, se polimerizó por acoplamiento químico oxidativo en 
cloroformo seco. El cloruro férrico anhidro (FeCl3) se utilizó como oxidante y dopante (Figura 
6). La mezcla de reacción obtenida se vertió en metanol en exceso para inducir la 
precipitación del polímero. Posteriormente, el P3TMA se purificó mediante un repetido 
lavado con metanol fresco y agua desionizada. Por último, se recogió por filtración. 
 
 
Figura 6.  Polimerización por acoplamiento químico oxidativo del P3TMA [12]. 
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 El monómero 3TMA purificado se obtuvo con un 74% de rendimiento, mientras que el 
rendimiento del P3TMA fue de aproximadamente el 61% después de haber eliminado el 
oxidante residual y oligómeros. 
 
 
 
Figura 7. Etapa de adición del monómero (izq.) y etapa de filtrado de P3TMA (dcha.). 
 
El peso molecular y el índice de polidispersidad del P3TMA se estimó mediante 
cromatografía de exclusión por tamaño usando un cromatógrafo líquido (Shimadzu, modelo 
LC-8A) equipado con el software Empower (Waters). 
Se empleó una columna de gel PLHFIP (Polymer Lab) y un detector de índice de refracción 
(Shimadzu RID -10A). El P3TMA se disolvió y eluyó en 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol 
con un flujo de velocidad de 0,5 mL·min-1 (volumen inyectado 100 mL, concentración de la 
muestra 1,5 mL·min-1). El promedio de pesos moleculares se calculó utilizando patrones de 
poli(metacrilato de metilo). Los pesos moleculares promedio en número y promedio en peso 
fueron: Mn=10.700 g·mol-1 y Mw= 22.500 g·mol-1, respectivamente. 
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5.3. Preparación de los composites colágeno/P3TMA 
Las soluciones de P3TMA se prepararon mediante la disolución del polímero en TFA, 
considerado concentraciones que van de 5 a 50 mg·mL-1. El colágeno se usó tal y como se 
recibió: 0,1 mg·mL-1 en solución de ácido acético.  
Inicialmente, se prepararon mezclas de colágeno:P3TMA utilizando las siguientes relaciones 
en peso: 20:80, 25:75, 40:60 y 50:50. A continuación, se agitaron a temperatura ambiente 
durante 2 horas. Se utilizaron dos procedimientos diferentes para la fabricación de películas 
de colágeno/P3TMA, drop- casting y spin-coating. En todos los casos se emplearon láminas 
de acero AISI 316 con un área de 11 cm2 como sustrato.  
Las películas preparadas con las mezclas preparadas usando las relaciones en peso 
mencionadas anteriormente resultaron no homogéneas, se observaron separaciones de 
fase en todos los casos debido a la falta de compatibilidad entre el PE y la proteína. 
Después de esto, los nuevos ensayos se realizaron disminuyendo la cantidad de colágeno 
en la mezcla. Las nuevas relaciones en peso de colágeno:P3TMA probadas fueron: 
7,7:92,3, 4,8:95,2 y 2,4:97,6. Se obtuvieron películas homogéneas, que cubrían por 
completo el sustrato de acero, por drop-casting utilizando la mezcla 4,8:95,2. En 
consecuencia, se usó este último ratio (es decir, la mezcla de 0,25 L de la solución          
0,1 mg·mL-1 de colágeno en ácido acético y 1 L de P3TMA 35 mg·mL-1 en solución con 
TFA) para preparar todas las películas por drop-casting empleadas a lo largo del trabajo. 
Desafortunadamente, la preparación de las películas de colágeno/P3TMA por spin-coating 
fue muy problemática, no pudiéndose conseguir ninguna película homogénea que cubriese 
completamente la superficie del acero con las proporciones mencionadas inicialmente. Con 
el fin de obtener películas homogéneas de colágeno/P3TMA por spin-coating, se 
consideraron nuevas mezclas con una menor concentración de colágeno: 1,0:99,0, 0,8:99,2, 
0,7:99,3 y 0,5:99,5. Finalmente, las películas que cubrieron completamente el sustrato de 
acero producidas por spin-coating se fabricaron a partir de 0,25 L de la solución de 
colágeno y 1 L de P3TMA 50 mg·mL-1 en solución con TFA (0,5:99,5 colágeno:P3TMA, 
relación peso). Esta última relación en peso se empleó en este trabajo para todas las 
películas de colágeno/P3TMA preparadas por spin-coating. Las condiciones empleadas 
para la preparación de las películas fueron: velocidad de 3.000 rpm durante 30 segundos. 
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     (A)             (B)            (C)           (D) 
 
 
Figura 8. Muestra de las películas preparadas: (A) Colágeno/P3TMA-SpinCoating;  
(B) P3TMA-SpinCoating; (C) Colágeno/P3TMA-DropCasting; (D) P3TMA-DropCasting 
 
5.4. Perfilometría de contacto 
El espesor de las películas obtenidas se determinó usando un perfilometro de lápiz Dektak 
150 (Veeco, Plainview, NY). Se provocó intencionadamente diferentes incisiones en las 
películas, las cuales se midieron para permitir el análisis estadístico de los datos. Las 
imágenes tomadas de las películas se realizaron utilizando los siguientes parámetros: radio 
de la punta= 2,5 m; fuerza de la aguja= 1,5 mg; longitud del examen= 1 m; Velocidad = 15 
nm/s. 
 
5.5. Espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos-X 
Los análisis de por espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos-X (XPS) se 
realizaron en un sistema SPECS equipado con doble ánodo de alta intensidad  y una fuente 
de rayos X XR50 de Mg/Al (1,253 eV/ 1,487 eV) que opera a 150 W, colocado perpendicular 
al eje del analizador, y detector Phoibos 150 MCD- 9 XP. El tamaño de ventana de rayos X 
fue de 650 m. La compensación de carga se logra con una combinación de electrones e 
iones argón. La corriente de energía y la emisión de los electrones fueron 4 eV y 0,35 mA, 
respectivamente. Para el cañón de argón, la energía y la corriente de emisión fueron 0 eV y 
0,1 mA, respectivamente. Los espectros se registraron con una energía de 25 eV en pasos 
de 0,1 eV y la presión utilizada fue inferior a 6  10-9 mbar. Estas condiciones de 
compensación de carga estándar dieron como resultado una carga estática uniforme, 
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aunque negativa. El pico de C1s se utilizó como referencia interna con energía de enlace de 
284,8 eV. Los espectros de XPS de alta resolución se adquirieron mediante ajustes a 
perfiles del tipo Gaussian/Lorentzian después de eliminar el ruido de fondo mediante 
sustracción. La composición de la superficie se determinó usando los factores de 
sensibilidad del fabricante. 
 
5.6. Microscopía electrónica de barrido  
La morfología de la superficie de las películas de colágeno/P3TMA y P3TMA se examinó por 
microscopia electrónica de barrido (SEM). Las muestras se montaron en un disco de 
carbono con cinta adhesiva de doble cara y se revistieron por bombardeo iónico con una 
delgada capa de carbono para evitar problemas de carga. Los estudios se realizaron con un 
microscopio electrónico de barrido con haz de iones enfocado Zeiss Neon40, equipado con 
un sistema de espectroscopia de energía dispersiva de rayos X (EDX) y operando a 5 kV. 
 
5.7. Microscopía de fuerza atómica 
La morfología de la superficie y la topografía de las películas de colágeno/P3TMA y P3TMA 
preparadas por drop-casting y spin-coating se estudiaron por microscopía de fuerza atómica 
(AFM). Las imágenes se obtuvieron con el microscopio de fuerza atómica Dimensión 3100 y 
se utilizó el controlador NanoScope IV. El AFM operó en condiciones ambiente a una 
velocidad de barrido de 0,8 a 1 Hz, en modo de repiqueo usando una punta de silicio con un 
radio nominal de entre 5 y 10 nm (T300 Vistaprobes, Phoenix, AZ). 
La rugosidad (Rq) y el perfil de las secciones de las imágenes se determinaron utilizando la 
aplicación y herramientas de la versión de software de Análisis NanoScope 1.20 (Bruker). 
Los tamaños de ventana de exploración fueron 55 o 1x1 μm2. 
 
5.8. Voltametría cíclica 
Las propiedades electroquímicas se estudiaron por voltametría cíclica (VC) considerando 
dos entornos diferentes:  
(i) Una solución de acetonitrilo con 0,1 M de perclorato de litio (LiClO4) como 
electrólito de soporte  
(ii) Una solución de tampón fosfato salino 0,1 M (PBS, pH= 7,4 ajustado con NaOH).  
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El potencial inicial y final fue de -0,50 V, mientras que el potencial de inversión fue de 1,20 V. 
La velocidad de barrido utilizada en todos los casos fue de 50 mV/s. Los ensayos 
electroquímicos se realizaron con un potenciostato Autolab PGSTAT302N equipado con el 
módulo de ECD (Ecochimie, Países Bajos), se empleó una celda estándar de tres 
electrodos de 50 mL. Como contra-electrodo se utilizó una lámina de acero AISI 316 de 11 
cm2. El electrodo de referencia fue Ag|AgCl con una solución saturada de KCl acuoso (E0= 
0.222V a 25ºC) y se conectó al compartimento de trabajo a través de un puente salino que 
contiene la solución de electrolito. 
La capacidad reversible de intercambio de carga (es decir, la electroactividad) y la 
estabilidad electroquímica (es decir, la electroestabilidad) se determinaron mediante medida 
directa de las áreas anódica y catódica en los voltamogramas de control. Para ello se utilizó 
el software GPES. La electroactividad aumenta con similitud entre el área anódica y catódica 
del primer voltamograma de control, mientras que la electroestabilidad disminuye con las 
zonas de oxidación y reducción de los voltamogramas de control consecutivos. 
Específicamente, la electroestabilidad se expresa como la pérdida de electroactividad (LEA; 
en %) usando la siguiente ecuación: 
100
Q
ΔQ
LEA
II
        (1) 
donde Q es la diferencia de las cargas voltamperométricas (en C) entre el segundo y el 
último ciclo, y QII es la carga voltamperométrica correspondiente al segundo ciclo. 
La capacitancia específica (SC; en F/g) de los materiales activos en el electrodo se calculó 
como: 
ΔVm
Q
SC         (2) 
donde Q es la carga voltamperométrica, que se determina mediante la integración de 
cualquiera de las dos partes oxidativa o reductoras de la curva del voltamperograma cíclico, 
V es la ventana de potencial y m es la masa de polímero sobre la superficie del electrodo 
de trabajo. 
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5.9. Ángulo de contacto 
Las medidas de ángulo de contacto se obtuvieron usando el método de la gota de agua. Se 
tomaron imágenes de gotas de agua destilada de volumen 0,4 µL sobre las diferentes 
superficies a analizar. El equipo usado fue el OCA 20 (Dataphysics Instruments GmbH, 
Filderstadt). Las medidas se llevaron a cabo después de la estabilización de la gota y se 
repitieron seis veces por cada muestra. El software SCA20 se usó para analizar las 
imágenes y adquirir el valor del ángulo de contacto. 
 
5.10.  Adhesión y proliferación celular 
Se cultivaron las células MDCK (Células epiteliales Madin-Darby de riñón canino) en medio 
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino 
(PBS), 1% de penicilina/estreptomicina y 2 mM de L-glutamina a 37ºC en una atmósfera 
humidificada con 5% de CO2 en el aire. Los medios de cultivo se cambiaron cada dos días. 
Para los sub-cultivos las monocapas de células se lavaron con PBS y se separaron 
mediante incubación con 0,25% de tripsina/EDTA durante 5 minutos a 37ºC. Las 
concentraciones de células se determinaron mediante conteo en la cámara Newbauer 
usando azul de tripano 4% como colorante vital. 
Las células separadas se cultivaron siguiendo las condiciones para los ensayos de adhesión 
y proliferación. Las películas de colágeno/P3TMA, colágeno y P3TMA depositadas sobre 
láminas de acero AISI 316 de 1x1 cm2 se colocaron en placas de 24 pocillos y se 
esterilizaron mediante irradiación UV durante 15 minutos en una cámara de flujo laminar. 
Una alícuota de 0,5 mL con 5104 células (para ensayos de adhesión) o 2104 células (para 
ensayos de proliferación) se depositaron sobre el substrato de cada pocillo. La placa se 
incubó bajo condiciones de cultivo durante 60 minutos para promover la unión de las células 
a la superficie de la película. Por último, se añadió 1 mL de medio de cultivo a cada pocillo. 
Los controles de adhesión y proliferación se llevaron a cabo de forma simultánea mediante 
el cultivo de células en la superficie de placas de poliestireno de cultivo celular (TCPS) y 
también en placas de acero sin recubrir. La adhesión y la proliferación celular se evaluaron 
después de 24 horas y 7 días de cultivo, respectivamente, utilizando el ensayo MTT [3 - (4,5 
- dimetiltiazol-2 - il) -2,5-difeniltetrazolio de bromuro], que determina la viabilidad celular [46].  
El ensayo MMT mide la capacidad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial de las células 
viables para atravesar los anillos de tetrazolio del MTT y formar cristales de formazán, que 
son impermeables a las membranas celulares y, por lo tanto, se acumulan en las células 
sanas. Este proceso se detecta por un cambio de color: el color amarillo pálido característico 
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del MTT se transforma en el azul oscuro típico de los cristales de formazán. Los resultados 
de viabilidad se han normalizado con el control TCPS como porcentajes relativos. 
Los resultados mostrados en el trabajo corresponden a la media de cuatro réplicas 
independientes (n=4) para cada experimento. Se realizaron las pruebas estadísticas 
ANOVA y Tukey para determinar la significación estadística, obteniéndose un nivel de 
confianza del 95% (p < 0,05). 
Antes de realizar los estudios de SEM, las muestras cubiertas con células se fijaron en una 
solución de PBS con 2,5% de glutaraldehído durante toda la noche a 4ºC. Luego, se 
deshidrataron por lavado en una batería de alcohol (30º, 50º, 70º, 90º, 95º y 100º) a 4ºC a 
razón de 30 minutos por lavado. Por último, las muestras se secaron al aire y se recubrieron 
con carbono antes de la observación por SEM. 
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6. Resultados y Discusión 
6.1. Composición química y espesor 
Como se indica en la sección de métodos, la cantidad de proteína en las películas híbridas 
de colágeno/P3TMA preparadas fue relativamente pequeña. Específicamente, se obtuvieron 
películas homogéneas por drop-casting y spin-coating usando relaciones en peso 
colágeno:P3TMA de 4,8:95,2 y 0,5:99,5, respectivamente. Estas relaciones sugieren que las 
cadenas oxidadas de P3TMA, las cuales contienen alrededor de 0,3 cargas positivas por 
unidad repetitiva [12], y las fibras de colágeno tipo I solubles en ácido, que también 
involucran a un número relativamente amplio de aminoácidos cargados positivamente, no 
interactúan de forma significativa debido a algún tipo de incompatibilidad entre sus energías 
superficiales. Esta observación también se describió para el composite colágeno/PPy 
preparado por polimerización química oxidativa de pirrol en presencia de colágeno 
solubilizado en el medio [34]. Así, se encontró que la incorporación de colágeno al híbrido 
dependía de la concentración de pirrol usada en la polimerización, siendo la carga de 
colágeno muy baja cuando la concentración de pirrol era alta, y viceversa. 
El espesor promedio determinado por perfilometría de contacto para las películas 
preparadas por drop-casting y spin-coating fue de 1,730,14 m y 23143 nm, 
respectivamente. Como era de esperar, el método de preparación afecta de forma drástica 
al grosor. Por otro lado, la diferencia entre los espesores de colágeno/P3TMA y P3TMA 
preparados usando el mismo procedimiento es completamente irrelevante (es decir, inferior 
a unas pocas decenas de nanómetros). 
Las películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por los métodos drop-casting y 
spin-coating en láminas de acero AISI 316 de 1x1 cm2, se caracterizaron por XPS, tal y 
como se muestra en la tabla 1 y figuras 9-10.  
 
Tabla 1. Composición atómica en porcentaje (C1s, O1s, N1s y S2p) obtenida por XPS para las 
películas de colágeno/P3TMA y P3TMA. 
Película Método C1s (%) N1s (%) O1s (%) S2p (%) 
Colágeno/P3TMA Drop-casting 59.91 1.54 32.67 5.88 
P3TMA Drop-casting 67.24 - 23.74 9.02 
Colágeno/P3TMA Spin-coating 66.60 1.47 23.06 8.87 
P3TMA Spin-coating 67.30 - 22.65 10.05 
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La detección de N1s en las muestras de colágeno/P3TMA corrobora la presencia de 
biomoléculas en los composites híbridos. Aunque el porcentaje de N1s es similar en el 
colágeno/P3TMA preparado por drop-casting y spin-coating (1,54% y 1,47%, 
respectivamente), la relación S2p/N1s es menor en las películas obtenidas mediante el 
primer método (3,82 y 6,02, respectivamente). Esto es coherente con el hecho de que el 
contenido de colágeno en las películas híbridas preparadas por drop-casting es más alto 
que en las obtenidas por spin-coating. 
Las siguientes figuras representan los espectros característicos de XPS en las regiones 
C1s, N1s, O1s y S2p para algunas de las películas preparadas en este trabajo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Espectros XPS de alta resolución para diferentes películas de colágeno/P3TMA y P3TMA: 
regiones (a) C1s y (b) N1s. También se muestra la deconvolución de los picos observados. 
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Figura 10. Espectros XPS de alta resolución para diferentes películas de colágeno/P3TMA y P3TMA: 
regiones (a) O1s y (b) S2p. También se muestra la deconvolución de los picos observados. 
 
Los espectros C1s de las películas obtenidas por drop-casting y spin-coating son 
prácticamente idénticos. En consecuencia, en la figura 9a se muestra únicamente los 
espectros registrados para películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por spin-
coating. Como se puede observar, la deconvolución del pico C1s da lugar a tres gaussianas 
que se atribuyen a los enlaces C–C (284,7 eV), C–O (286,4 eV) y C=O (288,7 eV) de las 
cadenas de P3TMA y colágeno [47-50]. 
La señal de N1s solo se detectó en los espectros de las películas de colágeno/P3TMA. Los 
espectros de alta resolución recogidos para las películas obtenidas por drop-casting y spin-
coating (Figura 9b) muestran un pico centrado en 400,2 y 400,0 eV, respectivamente, que 
se deconvoluciona en tres componentes. La señal N–H de colágeno se identificó en 400,2 y 
400,0 eV para drop-casting y spin-coating, respectivamente [51], mientras que los picos a 
401,5 y 401,3 eV se asignaron a grupos amino protonados [52].  
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La señal de O1s consiste en dos componentes, tanto para colágeno/P3TMA como para 
P3TMA, como se refleja en la figura 10a para las películas obtenidas por drop-casting (es 
decir, los espectros de las películas preparadas por spin-coating, que no se muestran, 
presentan las mismas tendencias). El pico centrado en 532,1 eV (531,9 eV para P3TMA) 
corresponde al grupo C=O [50-51]. Esta señal es más intensa para el colágeno/P3TMA que 
para el P3TMA ya que el primero implica los C=O pertenecientes tanto a los grupos 
carboxilato del PE como a los enlaces peptídicos de la proteína. El pico centrado en 533,1 
eV (533,4 eV para P3TMA) se atribuye al grupo C–O del grupo carboxilato de las cadenas 
de P3TMA [47], [51], [53]. Así, en términos de composición atómica la contribución de la 
señal de C=O es mayor que la de la señal C–O en el colágeno/P3TMA (61,4% y 38,5%, 
respectivamente), mientras que la contribución de ambas señales es muy similar en el 
P3TMA (50,6% y 49,4%, respectivamente).  
La región S2p es muy similar para las cuatro películas examinadas, los espectros 
registrados para las películas de colágeno/P3TMA preparadas por drop-casting y spin-
coating se muestran en la figura 10b. El desdoblamiento provocado por el acoplamiento 
spin-orbita en el PE de los híbridos preparados por drop-casting/spin-coating, S2p3/2 (163,7 / 
163,8 eV) y S2p1/2 (164,9 / 165,0 eV), se observa con una separación de 1,2 eV [53]. 
Además, también se observa una cola relativamente amplia en la zona de alta energía del 
espectro, la cual se atribuye a los azufres cargados positivamente dentro de los anillos de 
tiofeno [54-57]. Los picos observados entre 165-167 eV se asocian a especies oxidadas de 
azufre, las cuales pudieron surgir como consecuencia de que las muestras fueron expuestas 
repetidamente a la atmósfera [57].  
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6.2. Caracterización morfológica y topográfica 
Las micrografías de baja resolución obtenidas mediante SEM para las muestras de 
colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por drop-casting y spin-coating (Figuras 11 y 12, 
respectivamente) indican que la morfología del PE no se ve alterada por la incorporación de 
una pequeña cantidad de colágeno. Esto es muy razonable para las películas híbridas 
obtenidas mediante spin-coating ya que la cantidad de colágeno es extremadamente baja 
(0,5:99,5 colágeno:P3TMA, relación en peso). Sin embargo, las micrografías de alta 
resolución de las pequeñas protuberancias observadas en las superficies de las películas 
preparadas por drop-casting reflejaron algunas diferencias entre el colágeno/P3TMA y el 
P3TMA. Concretamente, las protuberancias en las películas obtenidas por drop-casting de 
colágeno/P3TMA están constituidas por pequeños agregados compactos de partículas 
esféricas muy pequeñas (< 100 nm) (Figura 11a, recuadro) mientras que el P3TMA forma 
partículas micrométricas muy compactas en la superficie de las películas (Figura 11b, 
recuadro). Además, muchas de estas partículas se desprenden de la superficie de la 
película, lo que explica las cavidades observadas en la superficie de la película de P3TMA 
[41-43]. Estudios previos indicaron que tanto la formación como el desprendimiento de 
dichas partículas disminuye cuando el P3TMA se mezcla con otro (bio)polímero orgánico 
[41-43]. Esta disminución también se observó en el colágeno/P3TMA, como se refleja en las 
micrografías mostradas en la figura 11a.  
 
 
Figura 11. Micrografías de SEM para películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por drop-
casting. Los recuadros muestran micrografías de alta resolución. 
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Figura 12. Micrografías de SEM para películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por spin-
coating. 
Las imágenes de AFM para colágeno/P3TMA y P3TMA se muestran en la figura 13.  
 
 
 
Figura 13. Imágenes de AFM (topografía en 2D y 3D) de películas preparadas por (a) drop-casting y 
(b) spin-coating de colágeno/P3TMA y P3TMA. Adicionalmente, se muestra el perfil recogido para la 
sección transversal diagonal de las imágenes de topografía en 2D. 
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Las imágenes topográficas en dos y tres dimensiones de las películas por drop-casting 
sobre acero (Figura 13a) reflejan abundantes picos agudos y bien definidos que emergen de 
la superficie. La baja altura de estos picos es congruente con superficies muy lisas. Como 
era de esperar debido a la baja concentración de colágeno, las películas de 
colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por drop-casting no presentan diferencias 
topográficas significativas. Sin embargo, aparentemente los picos antes mencionados están 
más agrupados y son más altos en el híbrido que en el PE. Esta característica se refleja 
claramente en los perfiles de sección transversal que se muestran en la figura 13a y, 
además, se observa sistemáticamente en las diferentes muestras. No obstante, este 
pequeño efecto del colágeno está muy enmascarado por la naturaleza lisa de las películas, 
por lo que se obtuvieron muy bajos valores de rugosidad (Rq) para los dos sistemas (Rq= 
1,80,1y 1,20,07 nm para el colágeno/P3TMA y P3TMA, respectivamente).  
Por otro lado, las películas obtenidas mediante spin-coating (Figura 13b) se pueden describir 
como superficies lisas con múltiples y relativamente prominentes pliegues distribuidos 
homogéneamente. Las películas ultra-finas obtenidas por spin-coating presentan pliegues 
bien localizados, que van desde 1,2 hasta 1,8 m, sobre la superficie. Basándonos en 
observaciones de otras películas, estos pliegues se han atribuido a artefactos producidos 
durante el recubrimiento por spin-coating [43]. La figura 13b, que incluye los perfiles de 
sección transversal, revela que la altura de los pliegues varía entre 30 y 45 nm, mientras 
que la rugosidad de las películas, que se promedia considerando varias ventanas de        
55 m2, es 14,02,5 y 14,83,5 nm para el colágeno/P3TMA y P3TMA, respectivamente. 
Obviamente, el efecto de la proteína en la nanoestructura de las películas híbridas 
preparadas utilizando una relación en peso de 0,5:99,5 es prácticamente nulo. 
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6.3. Propiedades electroquímicas 
Las figuras 14a y 14b muestran los voltamogramas de control para películas de 
colágeno/P3TMA, colágeno y P3TMA preparadas por drop-casting en acetonitrilo y PBS, 
respectivamente, mientras que los voltamogramas de control registrados sobre películas 
obtenidas mediante spin-coating se muestran en las figuras 14c y 14d. En general, los picos 
de oxidación y reducción son más claros e intensos en acetonitrilo que en PBS, lo que indica 
que los polarones de la cadena del polímero se forman en posiciones más específicas en el 
medio anterior que en el último. 
 
Figura 14. Voltamogramas de control para la oxidación en acetonitrilo con 0,1 M LiClO4 (a, c) y 0,1 M 
de PBS (b, d) de películas de colágeno/P3TMA, colágeno y P3TMA preparadas por drop-casting      
(a, b) y spin-coating (c, d). Como la preparación de películas de colágeno mediante spin-coating no 
fue posible, los voltamogramas registrados para el colágeno solo se incluyen en (a) y (b), que 
corresponden a las películas preparadas por drop-casting. Los voltamogramas se registraron a         
50 mV/s y 25ºC. Potenciales inicial y final: -0,50 V; potencial de retorno: 1,20 V. 
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Los voltamogramas registrados en acetonitrilo para las películas de colágeno/P3TMA 
preparadas por drop-casting (Figura 14a) muestran un pico de oxidación, O1, que comienza 
a un potencial de 0,7 V y se espera que muestre un pico de potencial anódico 0,3 V por 
encima del potencial de retorno. Otro hombro de oxidación, O2, parcialmente solapado con 
O1, se detecta a potenciales cercanos a 1,05 V. Estos dos picos de oxidación también se 
detectan en el voltamograma del P3TMA. En consecuencia, O1 y O2 se asocian con la 
formación de polarones y bipolarones, respectivamente, en las cadenas del PE. Además, los 
picos de oxidación comienzan a potenciales más bajos en el P3TMA que en el 
colágeno/P3TMA (es decir, la densidad de corriente para el potencial de retorno es          
0,50 mA/cm2 menor en los primeros que en los segundos). La exploración catódica en 
acetonitrilo (Figura 14a) refleja un pico de reducción, R1, a 0,90 V para ambos P3TMA y 
colágeno/P3TMA, lo que indica que polarones y bipolarones se reducen al mismo potencial. 
Este resultado sugiere la formación de pares redox cuasi-reversibles en acetonitrilo. Una 
comparación detallada entre los ciclos catódicos registrados para el híbrido y el PE revelan 
la presencia de un hombro de reducción, R2, a 0,15 V en la película colágeno/P3TMA, que 
no se identificó en el voltamograma del P3TMA. Este pico indica que el colágeno afecta a la 
distribución de polarones en las cadenas de P3TMA, que se reorganizan después de la 
reducción. A pesar de que los ciclos anódico y catódico registrados para las películas 
híbridas y PE muestran alguna diferencia, vale la pena señalar que las zonas de oxidación y 
reducción son bastante similares. El voltamograma registrado para el acero sin recubrir 
refleja que el disolvente orgánico no afecta a O1, O2 y R1. Por otro lado, las películas de 
colágeno no son electroquímicamente activas en acetonitrilo. 
La inspección de los voltamogramas registrados para las películas obtenidas mediante spin-
coating en acetonitrilo (Figura 14c) revelan tendencias similares, a pesar de que las 
densidades de corriente son significativamente más pequeñas que en los voltamogramas 
obtenidos utilizando películas preparadas por drop-casting. Obviamente, esto es debido al 
hecho de que el espesor de las películas por spin-coating es un orden de magnitud menor 
que la de las películas obtenidas por drop-casting. Por lo tanto, la cantidad de moléculas 
oxidadas de polímero conductor es considerablemente más pequeña en las primeras que en 
las segundas. La comparación entre las películas de colágeno/P3TMA obtenidas por drop-
casting y spin-coating también muestra que el hombro de reducción R2, identificado en las 
películas obtenidas por drop-casting a 0,15 V, no se detecta. Esta diferencia está en 
concordancia con la muy baja cantidad de colágeno en las películas por spin-coating, lo cual 
no es suficiente para alterar la distribución homogénea de los polarones en las cadenas del 
polímero conductor. 
La comparación de las densidades de corriente obtenidas para las películas preparadas por 
drop-casting de colágeno/P3TMA y P3TMA en PBS (Figura 14b) con los obtenidos en 
acetonitrilo (Figura 14a) indica que la cantidad de moléculas oxidadas es significativamente 
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mayor en el disolvente orgánico que en el primer medio. Así, en PBS la densidad de 
corriente para las películas híbridas / polímero conductor a 1,20 V es 0,86 / 1,52 mA/cm2 
mientras que en acetonitrilo es 3,25 / 2,76 mA/cm2. Los picos de oxidación y de reducción 
para el colágeno/P3TMA y P3TMA son similares a los descritos anteriormente para los 
voltamogramas en acetonitrilo.  
El voltamograma registrado para el acero sin recubrir en PBS sufre algunos procesos de 
oxidación y reducción, a pesar de que esto no afecta al colágeno. Así, los voltamogramas 
obtenidos en PBS para películas de colágeno preparadas por drop-casting no muestran 
procesos de oxidación o reducción, lo que indica que ninguna especie oxidada se forma en 
el rango potencial de -0,50 a 1,20 V. Por otra parte, la oxidación y la reducción del PBS 
afecta claramente a los voltamogramas registrados tanto para las películas por drop-casting 
como por spin-coating, especialmente en el barrido catódico (Figuras 14b y 14d). Así, los 
picos de reducción se detectan alrededor de 0,20 y -0,22 V. 
La electroactividad tanto en acetonitrilo como en PBS es significativamente mayor para las 
películas obtenidas por drop-casting que para las preparadas por spin-coating (80% y 
75% para P3TMA y colágeno/P3TMA, respectivamente). Sin embargo, la comparación de 
las películas por drop-casting en los dos entornos indica que la electroactividad es 60% 
mayor en acetonitrilo que en PBS. Por el contrario, las películas por spin-coating son 15%  
más electroactivas en PBS que en acetonitrilo. Por último, la comparación entre las películas 
de colágeno/P3TMA y P3TMA indican que las diferencias son relativamente pequeñas     
(6 - 10%), lo cual es coherente con la baja concentración de proteína en colágeno/P3TMA. 
En la tabla 2 se enumeran los valores de LEA (Ecuación 1) obtenidos para las diferentes 
películas de colágeno/P3TMA y P3TMA después de cinco ciclos consecutivos de oxidación-
reducción en acetonitrilo y PBS. Las propiedades electroquímicas se midieron tanto en 
acetonitrilo como en PBS.  
 
Tabla 2. Capacitancia especifica (SC) y pérdida de electroactividad (LEA) para películas de 
colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por drop-casting y spin-coating. 
   SC (F/g) LEA(%)a 
Drop-casting 
Acetonitrilo P3TMA 13 3.9 
 Colágeno/P3TMA 12 8.1 
PBS P3TMA 5 46.2 
 Colágeno/P3TMA 5 51.3 
Spin-coating 
Acetonitrilo P3TMA 3 6.9 
 Colágeno/P3TMA 3 13.8 
PBS P3TMA 5 50.7 
 Colágeno/P3TMA 5 51.8 
a
 Pérdida de electroactividad (Ec. 1) después de 5 ciclos consecutivos de oxidación-reducción. 
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Como se puede observar, la estabilidad electroquímica es muy baja en PBS, la 
electroactividad disminuye prácticamente a la mitad después de tan sólo cinco ciclos redox 
independientemente del método de preparación y la naturaleza química de la película. Sin 
embargo, la LEA sigue siendo relativamente baja en acetonitrilo, a pesar de que la reducción 
es ligeramente superior para el colágeno/P3TMA que para el P3TMA.  
La figura 15  representa la variación de LEA contra el número de ciclos redox en acetonitrilo 
para las películas estudiadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Variación de la pérdida de electroactividad (LEA, en %) frente al número de ciclos de 
oxidación-reducción consecutivos en acetonitrilo con 0,1 M LiClO4 para películas de colágeno/P3TMA 
y P3TMA preparadas por drop-casting y spin-coating. 
 
Curiosamente, la estabilidad electroquímica de las películas de colágeno/P3TMA 
preparadas por drop-casting es similar a la de las películas de P3TMA preparadas por spin-
coating, lo que sugiere que las películas híbridas de colágeno/P3TMA son probablemente 
las más apropiadas para el desarrollo de aplicaciones bioelectroquímicas.  
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La figura 16 muestra imágenes topográficas en dos y tres dimensiones de las películas de 
colágeno/P3TMA y P3TMA después de 10 ciclos consecutivos de oxidación-reducción. 
 
 
Figura 16. Micrografías ilustrativas de AFM (topografía en 2D y 3D) de películas preparadas por      
(a) drop-casting y (b) spin-coating de colágeno/P3TMA y P3TMA sobre acero después de 10 ciclos 
consecutivos de oxidación-reducción. Adicionalmente, se muestra el perfil recogido para la sección 
transversal diagonal de las imágenes topografía 2D.  
 
La comparación con las imágenes proporcionadas en la figura 13 indica que la topografía de 
la superficie de las películas no sufre cambios significativos tras la degradación 
electroquímica (Rq = 3,20,4 / 12,74,8 y 1,90,05 / 15,52,2 nm para películas por drop-
casting / spin-coating de colágeno/P3TMA y P3TMA, respectivamente). 
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La tabla 2 también incluye la SC (Ecuación 2) en acetonitrilo y PBS de las diferentes 
películas fabricadas para este trabajo. La SC en acetonitrilo de las películas de 
colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por drop-casting (12-13 F/g) es un orden de 
magnitud más alto que el del resto de sistemas estudiados en acetonitrilo y PBS ( 3-5 F/g).  
Todos estos valores son considerablemente menores que los determinados para películas 
híbridas de lisozima/PEDOT (80 F/g) [58]. Esta diferencia se debe atribuir al hecho de que 
las propiedades electroquímicas del P3TMA y PEDOT son muy diferentes, siendo este 
último significativamente más electroactivo que el primero. Desafortunadamente, el PEDOT 
es un polímero relativamente insoluble (es decir, los composites lisozima/PEDOT se 
prepararon in situ durante el proceso de polimerización anódica), por lo que resulta muy 
difícil conseguir una combinación de este PE con colágeno a través de drop-casting o spin-
coating. 
6.4. Mojabilidad 
Las mediciones del ángulo de contacto se realizaron para láminas de acero sin recubrir, 
películas de colágeno/P3TMA, P3TMA y colágeno depositadas sobre acero y preparadas 
por drop-casting y spin-coating (colágeno únicamente por drop-casting).  
El ángulo de contacto que se obtuvo para el acero sin recubrir fue de 62,7º ± 1,3. La 
influencia del método utilizado para la preparación de las películas y, en consecuencia, del 
espesor se encontró que era prácticamente insignificante en todos los casos. Los valores de 
ángulo de contacto para las películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por drop-
casting y spin-coating se muestran en la tabla 3. Todos estos valores son significativamente 
mayores que el determinado para el colágeno depositado en acero por drop-casting, 10,4º ± 
0,4, lo que indica que este biopolímero es significativamente más hidrófilo que el P3TMA. En 
consecuencia, la mojabilidad del P3TMA aumenta al incorporar colágeno, aunque sea en 
proporciones muy pequeñas. Además, esta variación es cuantitativamente muy similar para 
las muestras preparadas por drop-casting (espesor: 1,7 m) y spin-coating (espesor: 231 
nm). 
Tabla 3. Valores de ángulo de contacto de las películas. 
   Angulo contacto (º) 
Drop-Casting P3TMA 64.2 ± 1.7 
 Colágeno/P3TMA 54.1 ± 1.8 
Spin-Casting P3TMA 55.6 ± 2.2 
 Colágeno/P3TMA 64.2 ± 1.4 
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6.5. Adhesión y proliferación celular 
La respuesta de colágeno/P3TMA, colágeno y P3TMA a la línea celular MCDK se 
representa en la figura 17, también muestra los resultados de viabilidad para los dos 
controles, acero y TCPS (placa de cultivo).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Adhesión celular (a) y proliferación celular (b) para colágeno/P3TMA, colágeno y P3TMA 
usando la línea celular eucariota MDCK. La viabilidad relativa se establece en relación con el control 
TCPS (poliestireno para el cultivo de tejidos). También se consideró el acero como un sustrato de 
control debido a que los materiales individuales y las mezclas se depositaron sobre este sustrato. Las 
letras griegas en las columnas se refieren a las diferencias significativas (p <0,05) utilizando ANOVA, 
Tukey y pruebas de LSD Fisher:  vs TCPS;  vs acero;  vs colágeno, y  vs P3TMA. 
  
Preparación, caracterización y aplicación como plataformas bioactivas de materiales compuestos formados por politiofeno y 
colágeno  Pág. 43 
 
El número de células por unidad de área adherida sobre la superficie de los controles TCPS 
y acero (Figura 17a) es significativamente menor que el adherido sobre colágeno (32% y 
21%, respectivamente), siendo este último el sustrato que más promueve la adhesión 
celular. La adhesión celular en P3TMA es aproximadamente un 18% más baja que en 
colágeno, independientemente del método utilizado para preparar las películas de PE. Sin 
embargo, la biocompatibilidad del P3TMA aumenta de manera significativa al incorporar 
colágeno.  
Para las películas preparadas por drop-casting, la adhesión celular sobre la superficie de 
colágeno/P3TMA es un 15% más alta que en el P3TMA y un 6% más baja que en el 
colágeno. A pesar del bajo contenido de proteína (0,5:99,5 colágeno:P3TMA, relación en 
peso), esta mejora es aún mayor para las películas de colágeno/P3TMA obtenidas por spin-
coating, que muestran una viabilidad relativa similar a la de colágeno. Esta diferencia entre 
las películas híbridas preparadas por spin-coating y drop-casting se ha atribuido al hecho de 
que la rugosidad de la primera es mayor que la de esta última. 
Por otro lado, se examinó la viabilidad celular después de siete días de cultivo (Figura 17b). 
El comportamiento del colágeno y las películas por drop-casting de colágeno/P3TMA y 
P3TMA como matrices de apoyo para la proliferación de la línea celular MCDK se encontró 
que era significativamente mejor que la de los controles.  
El resultado más notable se refiere a películas de colágeno/P3TMA preparadas por spin-
coating, que presentan la viabilidad relativa más alta (aproximadamente un 5% mayor que el 
colágeno). Curiosamente, la proliferación celular en colágeno/P3TMA y P3TMA para 
películas preparadas por drop-casting es muy similar, lo que indica que el efecto de la 
proteína es prácticamente nulo. Por el contrario, el comportamiento como plataforma 
bioactiva de las películas colágeno/P3TMA obtenidas por spin-coating es considerablemente 
mejor que el de las películas de P3TMA preparadas usando la misma metodología (la 
viabilidad relativa es casi un 20% mayor para el híbrido que para el PE). Estas 
características deben atribuirse a una combinación de diferentes factores:  
(i) La electroactividad del colágeno/P3TMA es mayor que la del P3TMA en PBS 
(Figura 14d) y, por lo tanto, el intercambio de iones entre la película y las 
células se espera que sea más fácil para el primero que para este último. 
 
(ii) La rugosidad de las películas con grosor nanométrico favorece la interacción 
de las células con respecto a la de las películas micrométricas por drop-
casting que son extremadamente planas. 
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(iii) La combinación de P3TMA con otro (bio)material orgánico para formar 
nanomembranas provoca un aumento en la proliferación celular con respecto 
a los componentes individuales [41-43]. Probablemente, esto se debe a la 
facilidad del P3TMA para formar interacciones favorables y a los cambios en 
la estructura interna que favorezcan estas interacciones [41-43].  
La figura 18 muestra imágenes de SEM de los cultivos de celulares en las películas de 
colágeno/P3TMA preparadas por drop-casting. En general, hay una propagación de las 
células en la superficie de la película del híbrido (Figura 18a), que también se observa para 
las películas obtenidas mediante spin-coating (no mostrado). Los lugares de conexión entre 
las células y la superficie de la película se marcan con flechas (Figura 18b) y los detalles de 
las fibras empleadas por las células para moverse a lo largo del sustrato se muestran en la 
imagen de alta resolución (Figura 18c). Estos últimos corresponden a los lamelipodios, que 
son delicadas extensiones laminares del citoplasma con las que la célula se adhiere 
transitoriamente al sustrato, y los filamentos de actina son conocidos como filopodios (es 
decir, las extensiones delgadas de citoplasma para la adhesión local). 
 
 
Figura 18. Micrografías de SEM de (a) alta, (b) media y (c) baja resolución para las células MCDK 
adheridas en la superficie de las películas de colágeno/P3TMA preparadas por drop-casting. Las 
conexiones o interacciones entre la célula y la superficie o entre dos células, se indican con flechas en 
(b), y se magnifican en (c). 
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6.6. Electrobioactividad  
Los voltamogramas de control para las películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas 
por drop-casting y spin-coating cubiertas de mononocapas celulares se registraron en PBS 
0,1 M. Los resultados se muestran en la figura 19, que también incluye los voltamogramas 
registrados para las películas sin células para su comparación.  
 
 
Figura 19. Voltamogramas de  control para la oxidación de películas de colágeno/P3TMA y P3TMA 
cubiertas con células MCDK en una solución 0,1 M PBS a 50 mV/s y 25ºC: películas preparadas por 
(a) drop-casting y (b) spin-coating. Potenciales inicial y final: -0,50 V; potencial de inversión: 1.20 V. 
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El análisis de los voltamogramas obtenidos para las películas preparadas por drop-casting 
(Figura 19a) indican que las células provocan una reducción relativamente pequeña del 
valor máximo de la densidad de corriente anódica (0,18 y 0,67 mA/cm2 para 
colágeno/P3TMA y P3TMA, respectivamente), los cuales corresponden a la densidad 
obtenida en el potencial de inversión, y la electroactividad (20% y 13% para 
colágeno/P3TMA y P3TMA, respectivamente).  
Estos efectos son prácticamente nulos en las películas obtenidas por spin-coating (Figura 
19b). Así, la reducción inducida por las células del valor máximo de la densidad de corriente 
anódica es de solo de 0,27 y 0,17 mA/cm2 para colágeno/P3TMA y P3TMA, 
respectivamente. Por otra parte, la línea celular MCDK produce una reducción en la 
electroactividad de las películas de colágeno/P3TMA y P3TMA preparadas por spin-coating 
con respecto a las películas no cubiertas de tan sólo un 9 y 1%, respectivamente.  
Las relativamente buenas propiedades electroquímicas de las películas cubiertas con 
células deben atribuirse a su dispersión sobre la superficie (Figura 18), lo que facilita la 
resistencia de estas bioentidades hacia la corriente anódica. El conjunto de resultados indica 
que la incorporación de proteína electroquímicamente inactiva no provoca cambios 
apreciables en la electrobiocompatibilidad del P3TMA, especialmente en las películas 
preparadas por spin-coating. 
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Conclusiones 
Se ha incorporado una proteína estructural, colágeno, al P3TMA a través de drop-casting y 
spin-coating. La incompatibilidad entre las energías superficiales de los dos componentes se 
tradujo en biocomposites con un bajo contenido de proteína: 4.8:95.2 y 0,5:99,5 
colágeno:P3TMA (relación en peso) para las películas obtenidas por drop-casting y spin-
coating, respectivamente. En consecuencia, las propiedades de las películas de 
colágeno/P3TMA siguen siendo, en general, similares a las del P3TMA.  
Los resultados de adhesión y proliferación celular muestran que las superficies de 
colágeno/P3TMA son compatibles con las células MDCK, mostrando una viabilidad relativa 
muy alta. Estas características son particularmente relevantes para las películas híbridas 
preparadas por spin-coating, que muestran una tendencia a promover la proliferación celular 
que es incluso mayor que la del colágeno.  
Las películas de biocomposites colágeno/P3TMA deben ser considerados como una buena 
alternativa para la fabricación de plataformas bioactivas o plataformas en dos dimensiones. 
De hecho, los resultados indican que la incorporación de una cantidad muy pequeña de 
colágeno al P3TMA hace aumentar considerablemente la biocompatibilidad del PE y, al 
mismo tiempo, permite la electrocompatibilidad con las células, lo cual probablemente no 
sería posible para biocomposites con mayor concentración de colágeno.  
Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquímicas y biológicas de los composites 
colágeno/P3TMA, estos materiales pueden considerarse como plataformas en dos 
dimensiones con aplicaciones potenciales en el campo de ingeniería de tejidos. 
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A.  Impacto Ambiental 
La evaluación del impacto ambiental (EIA) es un procedimiento que consiste en la 
identificación, interpretación y prevención de las consecuencias que acciones o proyectos 
públicos o privados puedan causar sobre el equilibrio ecológico, el mantenimiento de la 
calidad de vida y la preservación de los recursos naturales. Su principal utilidad es prevenir y 
comunicar los efectos o consecuencias que dichas acciones pueden tener sobre el entorno. 
El impacto ambiental principal en la realización del presente proyecto consiste en la 
generación de residuos de disolventes puros o disoluciones acuosas. En el caso de los 
residuos sólidos poliméricos, estos siempre se encuentran en solución con el disolvente 
usado. En consecuencia, el presente estudio se basa en la gestión de dichos residuos. 
En el laboratorio de trabajo se realiza una clasificación de los residuos generados: cada 
contendor está etiquetado en función de los grupos genéricos de recogida selectiva. Estos 
grupos en los cuales se desecharon los residuos son: 
 
- Grupo I: Disolventes halogenados 
Perclorato de litio en acetonitrilo y cloroformo 
 
- Grupo II: Disolventes no halogenados 
Acetonitrilo, acetona y metanol 
 
- Grupo III: Soluciones acuosas inorgánicas 
Perclorato de litio en PBS 
 
- Grupo IV: Ácidos 
TFA y ácido acético, también ambos con P3TMA disuelto. 
 
- Grupo VI: Sólidos 
Dentro de este grupo se establecen subgrupos para el material desechable 
contaminado: Absorbentes contaminados (papel), guantes y otro para vidrio. 
 
Los residuos son recogidos en garrafas de 5 L en caso de líquidos y en bidones tipo ballesta 
de 30 L para sólidos, cada uno de ellos está correctamente identificado. Se considera que el 
volumen máximo de llenado de los bidones corresponde al 80% de su capacidad. Por lo 
tanto, una vez alcanzado dicho volumen, son transportados al punto de recogida indicado 
por el departamento de Ingeniería Química de la Universidad Politécnica de Cataluña. Junto 
con los residuos se entrega una hoja de retirada de residuos así como un informe detallado 
del contenido y volumen de los residuos entregados. Una vez allí son gestionados a través 
de una empresa externa que los transporta a una planta de transferencia donde se 
determinará el mejor sistema de tratamiento según la tipología.  
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B.  Evaluación Económica 
Todo proyecto tiene una base presupuestaria sobre la cual se sustenta. En este anexo se 
realiza una evaluación económica del coste estimado del proyecto llevado a cabo. El cálculo 
del coste total se subdivide en las siguientes partidas: 
a) Coste asociado a productos y material de laboratorio. Se incluyen los diferentes 
reactivos utilizados en la preparación de las películas de colágeno/P3TMA, se indica el 
volumen/peso y precio de cada lote. Estos se obtienen a partir de los catálogos de las 
empresas suministradoras (Fluka, Panreac y Sigma-Aldrich). Se aplica un factor de uso, 
estimando así la parte proporcional utilizada.  
El material de laboratorio usado como pueden ser láminas acero, material vidrio, 
parafilm, guantes, etc., se recoge en una única partida calculándose un precio 
estimado. El detalle de la partida se muestra en la tabla B1. 
 
Tabla B1. Detalle coste productos y material de laboratorio. 
Producto 
Cantidad 
Lote 
Precio lote (€) Factor uso Coste (€) 
Acetona QP 5 L 50,36 0,2 10,07 
Acetonitrilo PA-ACS 2,5 L 130,21 0,2 26,04 
Ácido Acético 96%PA 1 L 36,24 0,25 9,06 
Ácido Trifluoroacético 99%PS 100 ml 72,94 1 72,94 
Cloroformo 99,9% 2,5 L 119,93 0,1 11,99 
Cloruro de hierro anhidro 97%PS 250 g 19,84 0,04 0,80 
Colágeno tipo I 0,1% 20 ml 159,50 0.05 7,98 
Etanol 96% PRS-Codex 5 L 46,96 0.2 9,39 
Metanol 99,5% PS 5 L 47,34 0,2 9,47 
Monómero 3TAA 98% 10 g 92,10 0,5 46,05 
Perclorato de Litio 95%ACS 500 g 250,00 0,02 5,00 
Tampón PBS 0.1x  10 L 26,50 0,1 2,65 
Material diverso laboratorio  100,00 
TOTAL  311,44 
 
Pág. 60  Memoria 
 
b) Coste asociado a equipos. El coste derivado de la utilización de equipos en el proyecto 
se calcula a partir del coste por hora de utilización de cada equipo ya que se trabajó en 
un centro externo (CRnE-UPC: Centre for Research in NanoEngineering) y no se tuvo 
acceso a la compra de los equipos, además se indica el coste del técnico en el caso de 
utilizar técnicas que lo requieran. Los precios son obtenidos a partir de la página oficial 
del centro.  
 
Tabla B2. Detalle coste equipos. 
Equipo Precio (€/h) Horas Coste (€) 
Angulo de contacto 20,00 10 200,00 
Ensayos celulares ª 1.000,00 - 1.000,00 
Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos-X 
(XPS) 
160,00 4 640,00 
Microscopio de fuerza atómica (AFM) 47,50 20 950,00 
Microscopio electrónico de barrido (SEM) 250,00 4 1.000,00 
Perfilometro mecánico  58,12 10 581,20 
Potenciostato-Galvanostato 50,00 35 1.750,00 
Spin coater 47,61 20 952,20 
Técnico SEM 110,00 4 440,00 
Técnico XPS 110,00 4 440,00 
TOTAL 7.953,40 
ª Precio por línea celular ensayada. 
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c) Coste asociado a personal. Se tienen en cuenta las horas de dedicación del 
investigador junior y también las horas de dedicación del investigador sénior (director 
del proyecto).  Se considera el precio/hora al de una empresa privada. 
 
Tabla B3. Detalle coste personal. 
Rango Precio (€/h) Horas Coste (€) 
Investigador junior 35 850 29.750 
Investigador sénior 70 100 7.000 
TOTAL 36.750 
 
 
d) Coste asociado a gastos generales. Se incluyen los costes indirectos de haber 
realizado el proyecto en la universidad, así como subministro eléctrico, agua, 
mantenimiento de laboratorios, etc. Se estima que este concepto representa un 17% de 
la suma de las anteriores partidas. 
El coste total del proyecto se obtiene a partir de la suma de las partidas anteriormente 
indicadas. En la tabla B4 se muestra el coste total desglosado. 
 
Tabla B4. Coste total del proyecto. Desglose por partidas. 
Partida Coste (€) 
Productos y Material 311,44 
Equipos 7.953,40 
Personal 36.750,00 
Gastos generales 7.652,52 
TOTAL 52.667,36 
 
El coste total aproximado del proyecto es de 53.000 € (52.667,36 €). 
